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Resumen

Introduccion: La hormona antimulleriana (HAM) es considerada un marcador bioquimico de
gran utilidad en el campo de la reproduccion asistida. En este estudio validamos el método
de medicion de la HAM (ECLIA Roche Diagnostics) para muestras de liquidos foliculares. El
objetivo principal es definir su aplicacion como marcador predictivo de reserva y respuesta
a la estimulacion ovarica controlada, tanto en muestras séricas como en muestras de liquido
folicular, y ademas calcular el punto de corte para el diagnostico de la baja respuesta ovarica
en nuestra poblacion.

Material y métodos: Cuantificamos niveles de hormona foliculo estimulante (FSH), estradiol y
HAM sérica en el dia 3 del ciclo de 100 pacientes sometidas a técnicas de reproduccion asistida
y determinamos la concentracion de HAM en el liquido folicular aspirado durante la puncion
ovarica. Ademas se registra recuento de foliculos antrales en condiciones basales y el nUmero de
ovocitos captados tras dicho tratamiento. Todas estas pacientes cumplen criterios de inclusion
para técnicas de FIV/ICSI segln la guia de reproduccion asistida del Servicio Andaluz de Salud.
Resultados: Se detectaron correlaciones positivas entre HAM (tanto sérica como folicular) y el
RFA (r=0,69 y r=0,83, respectivamente) y también con la respuesta ovarica (r=0,62 y 0,87,
respectivamente) con p <0,01. Para la FSH la correlacion fue negativa y con valores r=-0,31y
r=-0,19, respectivamente con p < 0,05. El punto de corte calculado mediante curva ROC (area
bajo la curva) para la deteccion de la baja respuesta ovarica (<5 ovocitos recuperados) fue de
0,83 en caso de HAM sérica y de 0,81 para concentraciones de HAM folicular.
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Introduccion

Conclusiones: Validamos el método ECLIA de Roche Diagnostics para la cuantificacion de HAM
en muestras de liquidos foliculares. Confirmamos que la concentracion de HAM, tanto sérica
como folicular, es mejor predictor de reserva ovarica y de respuesta ovarica que la FSH, y
establecemos los puntos de corte en nuestra poblacion para la deteccion de mujeres con
bajas expectativas de respuesta, y por tanto con baja probabilidad de éxito reproductivo, y
aquellas con altas respuestas, con la finalidad de realizar una prevencion del sindrome de
hiperestimulacion ovarica.

© 2017 Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion y Sociedad Espafiola de
Fertilidad. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Levels of anti-mullerian hormone in serum and follicular fluids as predictive markers
for ovarian response in assisted reproduction treatments

Abstract

Introduction: The anti-Mullerian hormone (AMH) is considered an extremely useful biochemical
marker in the field of Assisted Reproduction. This study evaluates the method for the deter-
mination of AMH (ECLIA Roche Diagnostics) in follicular fluid specimens. The main objective is
to determine its use as a predictive marker of reserve and response to controlled ovarian sti-
mulation, in serum and follicular fluid, as well as the cut-off point for diagnosis of low ovarian
response in our population.

Material and methods: The levels of follicle-stimulating hormone (FSH), oestradiol, and serum
AMH were determined on day 3 of the cycle in 100 patients being submitted to assisted
reproduction techniques, together with the concentration of AMH in follicular fluid aspirated
during the ovarian puncture. A count was also made of antral follicles under baseline conditions
and the number of oocytes retrieved after treatment. All these patients complied with the
inclusion criteria for IVF/ICSI techniques as per the guidelines for Assisted Reproduction of
the Andalusian Health Service.

Results: Positive relationships were detected between AMH (both serum and follicular) and
the antral follicle count [AFC] (r=0.69 and r=0.83, respectively), as well as ovarian response
(r=0.62 and 0.87, respectively) with P<.01. The correlation was negative for FSH with values
of r=0.31 and r=0.19, respectively with P<.05. The cut-off point calculated using the area
under the curve (ROC) for the detection of low ovarian response (<5 oocytes retrieved) was
0.83 for serum AMH and 0.81 for concentrations of follicular AMH.

Conclusions: The ECLIA method by Roche Diagnostics for the quantitation of AMH in follicular
fluid specimens is considered validated. The AMH concentration in either serum or follicular
fluids is shown to be a better predictor of ovarian reserve and ovarian response than FSH,
and the cut-off points established in our population for the detection of women with low res-
ponse expectations, and therefore low probability of reproductive success, and those with high
responses, in order to prevent ovarian hyperstimulation syndrome.

© 2017 Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion y Sociedad Espafiola de
Fertilidad. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

la poblacion general y a la necesidad de recurrir a técnicas
de reproduccion asistida (TRA) para satisfacer el deseo de

El ovario humano adquiere su capacidad funcional durante
el desarrollo embrionario, como parte de un evento deter-
minado crono-genéticamente, es decir, las mujeres tienen
un numero finito de foliculos primordiales que constituyen
la reserva ovarica y van disminuyendo de manera paulatina
a lo largo de la vida reproductiva. Esta pérdida en la
capacidad reproductiva se manifiesta clinicamente con
la disminucion de foliculos antrales, tanto en cantidad
como en calidad, disminuyendo asi las posibilidades de
conseguir embarazo y aumentando las de abortos espon-
taneos. La reduccion de esta reserva folicular conlleva
irreversiblemente un aumento de casos de infertilidad en

gestar en estas mujeres (Pellicer et al., 1995). Desde hace
décadas el patron de referencia para determinar la reserva
ovarica es el recuento de foliculos antrales (RFA) en el dia
3 del ciclo (D +3), aunque existen otros marcadores clinicos
como la edad y marcadores bioquimicos como los niveles
de hormona foliculo estimulante (FSH) y estradiol en el
dia 2 o 3 del ciclo menstrual, con probada utilidad para
evaluar de forma indirecta dicha reserva ovarica. En los
Ultimos anos la hormona antimulleriana (HAM) ha irrumpido
en el campo de la reproduccion asistida como un posible
marcador de funcionalidad folicular, independientemente
de la fase del ciclo menstrual en que se mida y con una
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reproducibilidad interobservador mucho mejor que otros
marcadores utilizados previamente (Barad et al., 2009).

La hormona antimulleriana es una glucoproteina que per-
tenece a la familia del factor de crecimiento transformante
B, es producida por las células de Sertoli y en el desarrollo
embrionario es responsable de la regresion de los conductos
paramesonéfricos. En la mujer es sintetizada por las célu-
las de la granulosa de los foliculos primordiales, alcanzando
su maxima expresion en foliculos preantrales y antrales de
pequeno tamano (<6 mm), siendo un modulador permisivo
de la foliculogénesis y esteroidogénesis ovarica (Ficicioglu
et al., 2006). Ademas de su valor para la deteccion de muje-
res con baja reserva ovarica (Delgado-Garcia et al., 2015;
Broer et al., 2009; Van Rooij et al., 2002), existen multi-
ples estudios que demuestran su utilidad como indicador
de protocolos de estimulacion ovarica especificos, marcador
de riesgo de complicaciones derivados de estos tratamien-
tos como el sindrome de hiperestimulacion ovarica (Lee
et al., 2008; Ocal et al., 2011; Fanchin et al., 2003), o como
factor predictivo de éxito de estas técnicas reproductivas
(Reichman et al., 2014; Tal et al., 2015), entre muchas otras.

El objetivo de este estudio retrospectivo es valorar, por
un lado, la relacién existente entre los niveles de HAM detec-
tados en suero y en el liquido folicular el dia de la puncién
ovarica con la recuperacion ovocitaria conseguida tras la
misma, y por otro lado, comparar la utilidad de marcadores
bioquimicos como la FSH, la HAM sérica y la HAM folicu-
lar como predictores de reserva ovarica con respecto al
recuento de foliculos antrales realizado en la consulta de
reproduccion asistida. Ademas, validamos el reactivo HAM
de Roche Diagnostics para su utilizacion en muestras de
liquido folicular y calculamos puntos de corte de la HAM
sérica y en liquido folicular para el diagnostico de baja res-
puesta ovarica.

Material y métodos

Pacientes

Para llevar a cabo nuestro estudio hemos recogido suero y
liquido folicular de 100 pacientes que acudieron a la unidad
de reproduccion asistida de nuestro hospital desde marzo
a julio de 2015 para someterse a técnicas de reproduccion
asistida avanzada (IVF, ICSl) después de un primer ciclo de
estimulacion ovarica controlada. La extracciéon sanguinea
para la medicion de marcadores bioquimicos se realiza en
condiciones basales (D +3), mientras que el liquido folicu-
lar se obtiene el dia de la puncidén ovarica. El recuento de
foliculos antrales se realiza por 2 observadores expertos,
mediante ecografia vaginal con el ecdgrafo TOSHIBA APLIO
X6 y sonda transvaginal TOSHIBA STV-GMHZ.

La edad de las pacientes oscila entre 24-40 afos (media
de 34 anos), un 35% de ellas confiesan que son fumadoras
habituales y un 33% tiene un IMC (peso en kg/altura en m?)
por encima del ideal (> 25).

Protocolo de actuacion

Frenacion ovarica
En nuestra unidad disponemos de 2 protocolos de frenacion
ovarica:

- Protocolo largo: en el que utilizamos analogo agonista de
la GnRH (Procrin, Abbvie, Espana). Se introduce desde dia
19-20 del ciclo previo.

- Protocolo corto: en el que se administra analogo antago-
nista de la GnRH (Orgalutran, MSD, Espana). Se introduce
cuando se observa un foliculo de 13-14mm o la concen-
tracion sérica de estradiol es > 500 pg/ml.

Estimulacion ovarica

En ambos casos, después de confirmar la frenacion ovarica
mediante ecografia vaginal (ausencia de foliculos>10mm
de diametro) y medicion de estradiol sérico (<50pg/ml) se
pauta tratamiento de estimulacion ovarica con FSH recom-
binante (Puregon, MSD, Espana) y hormona de gonadotrofina
menopausica humana (Menopur, Ferrin, Espana).

El ajuste de dosis se realiza a criterio facultativo, segln
la edad de la paciente, el recuento de foliculos antrales,
los niveles de FSH y de estradiol basales, la causa de la
esterilidad y los ciclos de estimulacion previos. Durante
el seguimiento de la paciente se programa la puncion
ovarica cuando los foliculos observados ecograficamente
tienen un didmetro superior a 18 mm, y se indica como
inductor de la ovulacion la administracion de 6.500Ul de
hCG (Ovitrelle, Serono, Espana) 36horas previas a dicha
puncion.

Las mujeres son clasificadas segln la respuesta obtenida
a la estimulacion ovarica en 3 grupos: baja respuesta (<5
ovocitos recuperados), respuesta moderada (entre 5-12),
alta respuesta (>12 ovocitos recuperados). Estas uUltimas
tienen incrementado el riesgo de desarrollar sindrome de
hiperestimulacion ovarica, como complicacion iatrogénica
secundaria al tratamiento de estimulacion.

Analisis bioquimicos

Hormona antimulleriana

Se realizo6 extraccion sanguinea a la totalidad de las pacien-
tes incluidas en el estudio. Después de centrifugar la
muestra a 3.500 rpm durante 10 minutos, se alicuotd el suero
y se almacen6 a -20°C hasta su procesamiento.

Los liquidos procedentes de la puncién son trasladados
inmediatamente al laboratorio. Tras realizar la captacion
ovocitaria son centrifugados, recogiéndose a continuacion
una muestra representativa (0,5ml de cada tubo obtenido
en la puncidn) para la formacion del pool de liquido folicu-
lar de cada paciente. Los foliculos puncionados van desde
14mm hasta 22 mm de diametro, y al igual que en el caso
anterior estos pools son almacenados a -20 °C hasta realizar
las determinaciones correspondientes.

Todas las muestras son procesadas por duplicado
mediante técnica de electroquimioluminiscencia (ECLIA),
con el autoanalizador cobas 6000 (mddulo e601) y usando el
kit HAM de Roche Diagnostics (n.° de referencia 06331076-
190, n.°lote: 172089-01).

Hormona foliculo estimulante y estradiol en suero

Los niveles de FSH y estradiol son medidos mediante téc-
nica de electroquimioluminiscencia (ECLIA) usando los kits
FSH (n.° de referencia 11775863-122, n.° lote:18198301) y
estradiol gen.3 (n.° de referencia 06656021-190, n.° lote
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17399803) en el analizador modular e170 de Roche Diagnos-
tics.

Estudio estadistico

- Evaluacion preliminar de validacion del reactivo HAM de
Roche Diagnostics para la determinacion de dicha hor-
mona en muestras de liquido folicular, segin protocolo
NCCLS documento EP10, incluyendo estudio de impreci-
sion, linealidad y correlacion entre los niveles de HAM en
liquido folicular y HAM en suero.

- Mediante el test de de Kolmogorov-Smirnov llegamos a la
conclusion de que no podemos asumir la normalidad de la
poblacion para las variables en estudio, por lo que todo el
analisis estadistico se va a basar en la aplicacion de test
no parameétricos.

- Para el estudio descriptivo de las variables (Edad, FSH,
estradiol, RFA, HAM sérica y HAM folicular) en la poblacion
se utiliza la mediana, valor intercuartilico y valor minimo
y maximo.

- Para analizar la correlacion entre los valores de HAM en
liquido folicular y valores de HAM en suero se realiza un
estudio de regresion lineal con intervalo de prediccion
al 95%, calculando coeficiente de correlacion y recta de
regresion.

- Posteriormente calculamos el coeficiente de correlacion
Rho-Spearman para conocer el grado de asociacion entre
el recuento de foliculos antrales, considerado marcador
gold standard de reserva ovarica y los diversos marcadores
bioquimicos de reserva ovarica disponibles (HAM en suero,
HAM en liquido y FSH).

- Ademas realizamos analisis de los valores de HAM tanto
sérica como folicular, en relacion con la respuesta ova-
rica de las pacientes: baja respuesta (n=31), respuesta
moderada (n=36) y alta respuesta (n=33). Aplicamos
test Kruskal-Wallis para detectar si existen diferencias
significativas entre los niveles de HAM sérica y HAM foli-
cular segun la respuesta ovarica a la estimulacion (baja,
moderada o alta). Consideramos que existen diferencias
significativas cuando p<0,01.

- Por Gltimo, mediante la realizacion de receiver operating
characteristic curve, calculamos puntos de corte de HAM
folicular, HAM sérica y FSH para la deteccion de pacientes
con baja respuesta ovarica. Ademas comparamos la poten-
cia diagnostica de la HAM sérica y HAM folicular como
marcadores de baja reserva mediante calculo de sensi-
bilidad, especificidad, tasa de falsos positivos y tasa de
falsos negativos.

Todo el analisis estadistico se ha realizado mediante pro-
grama informatico SPSS 15.0.

Consideraciones éticas

El estudio se llevd a cabo de acuerdo a las recomendacio-
nes para estudios de investigacion hecha en seres humanos
y siguiendo las normas de buena practica clinica y la Decla-
racion de Helsinki, revisada en Tokio, Venecia, Hong-Kong,
Sudafrica y Edimburgo (2000) y en la actual legislacion
espanola en materia de estudios observacionales.

Tabla 1 Imprecision intraserial

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
NUmero 7 7 7
Media 0,57 1,55 5,2
C.V. (%) 3,9 2,4 1,5
Tabla 2 Imprecision interserial

Nivel 1 Nivel2 Nivel3

NUmero 10 10 10
Valor teorico 0,5 1,5 5
Media 0,57 1,60 5,3
C.V. (%) 4 2,9 1,7

Las pacientes incluidas en el estudio firmaron consen-
timiento informado aprobado por el comité de ética de
nuestro hospital.

Resultados
Estudio de imprecision

Intraserial

La imprecision intraserial se obtuvo a partir de 21 muestras
de 3 especimenes de liquido folicular valoradas para HAM
(nivel 1: 0,5ng/ml, nivel 2:1,5ng/mly nivel 3: 5ng/ml) en 3
series consecutivas. Los resultados se muestran en la tabla 1.

Interserial

La imprecision interserial se obtuvo a partir de 30 muestras
de 3 especimenes de liquido folicular con concentraciones
diferentes de HAM (nivel 1: 0,5ng/ml, nivel 2: 1,5ng/ml y
nivel 3: 5ng/ml) en 10 dias consecutivos. Los resultados se
muestran en la tabla 2.

Estudio de linealidad

Para el estudio de linealidad se ha utilizado 2 muestras de
liquido folicular de 2 pacientes sometidas a puncion folicular
a las que se les determiné HAM en dicho espécimen. Una de
ellas con concentracion elevada (H) 10,96 ng/mly la otra con
valores bajos (L) 0,80ng/ml. Las proporciones de la mezcla
de ambas muestras fueron: H, 3H+L, 2H+2L, H+3L, L. Las
muestras se analizaron por duplicado y se tomé la media.
Los resultados se muestran a continuacion, en la tabla 3,
junto a la figura 1 de linealidad:

Tabla 3 Tabla de linealidad

Dilucion  Concentracion tedrica Concentracion obtenida
H 10,96 10,97

3H+L 8,42 8,42

2H+2L 5,88 5,89

H+3L 3,34 3,35

L 0,80 0,82
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Y =0,998X + 0,016
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Figura 1  Grafico de linealidad.

Correlacién entre los niveles de hormona
antimulleriana sérica y hormona antimulleriana
folicular

La mediana observada de HAM en liquido folicular es de 2,23
(Pellicer et al., 1995; Delgado-Garcia et al., 2015) mientras
que la mediana de HAM en el suero de dichas pacientes fue
de 1,98 (Pellicer et al., 1995; Barad et al., 2009; Ficicioglu
et al., 2006; Ocal et al., 2011). Es evidente que el valor
en las muestras de liquido es superior que en suero, pero
sin significacion estadistica (p>0,05). El resto de estudio
descriptivo realizado en nuestra poblacion de estudio queda
reflejado en la tabla 4.

En el diagrama de dispersion (fig. 2) podemos observar
la correlacion positiva existente entre los niveles de HAM
folicular y HAM sérica, con un coeficiente de correlacion de
0,785 y una férmula de la recta de regresion y=0,71 + 0,89 x
(siendo y el valor de HAM folicular y x el valor de HAM en
suero).

Evaluacion de la utilidad de diversos marcadores
bioquimicos y del recuento de foliculos antrales
en la valoracién de la reserva ovaricay en la
recuperacion ovocitaria tras estimulaciéon ovarica
controlada

Para conocer la utilidad de la FSH, la HAM sérica y la
HAM folicular como marcadores de reserva ovarica reali-
zamos estudio de correlacion (Rho-Spearman) con respecto

Tabla 4 Estadisticos descriptivos de la poblacion de estudio
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Figura 3  Diagrama de dispersion RFA-ovocitos recuperados.

al recuento de foliculos antrales realizado en la consulta
de reproduccion asistida cuando se valora la indicacion en
estas pacientes de técnicas de reproduccion asistida avan-
zada (FIV/ICSI). Detectamos correlaciones positivas en el
caso de HAM folicular (r=0,83) y HAM sérica (r=0,69), mien-
tras que para la hormona FSH la correlacion es de valor
negativo (r=-0,31), todas ellas con significacion estadistica
(p<0,01).

Posteriormente, realizamos el mismo analisis estadis-
tico pero con respecto al nimero de ovocitos recuperados
tras la puncion ovarica, para asi valorar la utilidad real
de dichos marcadores como predictores de respuesta ova-
rica en ciclos FIV/ICSI. Al igual que en el caso anterior, las
correlaciones detectadas son positivas tanto para HAM foli-
cular (r=0,87) como HAM sérica (r=0,62) con significacion
estadistica (p<0,01), mientras que para la FSH es negativa
(r=-0,19, p<0,05).

Ademas, en nuestra poblacion de estudio hemos rea-
lizado un estudio de correlacion (Rho-Spearman) para
comprobar la relacion ente el RFA 'y la recuperacion de ovoci-
tos tras la estimulacién ovarica. En el diagrama de dispersion
(fig. 3) podemos observar la correlacion positiva existente
entre ambas variables, con un coeficiente de correlacion de
0,755, con significacion estadistica (p < 0,01).

Media + DS Mediana (IQR) Minimo-maximo
Edad 34,44-3,6 34 (33-37) 24-40
FSH basal 7,5+2,3 7,95 (6,0-9,0) 1,8-13,1
Estradiol basal 54,3 £50,6 45,0 (32,0-65,0) 10,0-309
AMH suero 3,14+3,18 1,98 (1,22-3,76) 0,72-15,22
AMH FF 3,494 3,60 2,23(0,99-3,41) 0,18-12,15
RFA 11,2+£7,1 9 (6,2-13,0) 4-30
Ovocitos recuperados 6,5+4,8 5 (3,0-8,0) 1-18

AMH: hormona antimulleriana; DS: desviacion tipica; FF: liquido folicular; FSH: hormona foliculo estimulante; IQR: rango intercuartilico;

RFA: recuento de foliculos antrales.
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Gréfico dispersion AMH suero/AMH FF
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Figura 2 Correlacion entre los niveles de AMH en suero (n=100) y AMH en liquido folicular (r=0,785).

Puntos de corte de hormona foliculo estimulante,
estradiol, hormona antimulleriana sérica y
hormona antimulleriana folicular observados en
nuestra poblacion de estudio en relacién con la
respuesta ovarica

En la tabla 5 se presentan las caracteristicas clinicas de los
3 grupos de mujeres estudiadas: baja respondedoras (<5
ovocitos recuperados), respondedoras moderadas (entre
5-12 ovocitos) y altas respondedoras (> 12 ovocitos recupe-
rados), asi como el analisis descriptivo (media y desviacion
estandar, mediana y rango intercuartilico) de los niveles
de FSH, estradiol, HAM sérica y HAM folicular observados.
Se realiza representacion grafica de las variables analiticas
mediante diagrama de cajas (fig. 4).

Seguidamente realizamos analisis de Kruskal-Wallis,
detectandose para las variables IMC (p<0,01), ovocitos
recuperados (p<0,01), FSH (p<0,01), HAM sérica (p<0,01)
y HAM folicular (p<0,01), diferencias significativas entre
los 3 grupos definidos. En el caso del estradiol basal dicha
diferencia no es significativa (p =0,48).

Calculo de puntos de corte de hormona foliculo
estimulante, hormona antimulleriana sérica'y
hormona antimulleriana folicular para detectar
mujeres con baja respuesta ovarica

Para calcular cut-off de FSH, HAM sérica y HAM en liquido
folicular en el grupo de mujeres con baja respuesta a la esti-
mulacién ovarica, realizamos estudio de receiver operating
characteristic curve y analisis de area bajo la curva (fig. 5).
En nuestro grupo de estudio encontramos que el punto de
corte para la HAM sérica (basada en la mejor sensibilidad
y mejor especificidad) es de 0,83 ng/ml, y para HAM folicu-
lar de 0,81 ng/ml, con areas bajo la curva de 0,84 y 0,82,
respectivamente. En el caso de la FSH el area bajo la curva
detectada es de 0,308, lo que refleja poco valor discrimina-
torio como prueba diagndstica de baja reserva ovarica.

En la tabla 6 se indica valores cut-off de HAM sérica y
folicular para predecir baja respuesta junto a la sensibilidad,
especificidad y area bajo la curva detectadas.

Discusion

La medicion de HAM intrafolicular supone un marcador bio-
quimico interesante como indicador del control autocrino y
paracrino en estadios iniciales del desarrollo folicular, refle-
jando en definitiva la capacidad de diferenciacion y selec-
cion folicular hacia un ovocito maduro tanto desde el punto
de vista nuclear como citoplasmatico (Weenen et al., 2004;
DaSilvaetal., 2010; Hu et al., 2014). Por ello, la medicion en
liquido folicular podria utilizarse como marcador predictivo
de reserva ovarica tras la realizacion de un ciclo de estimula-
cion con puncién ovarica, calidad ovocitaria y/o embrionaria
y de tasa de implantacion. Nuestro estudio nos ha permitido
conocer las cantidades reales de HAM presentes en el liquido
folicular de nuestras pacientes, poniendo de manifiesto la
similitud de estos con respecto a los observados en sangre,
aunque de manera global presentan cifras mas elevadas pero
sin significacion estadistica (1,98 vs 2,23). Este hecho pone
de manifiesto que dicha hormona es producida por folicu-
los preantrales y antrales pequefos (<6 mm) en crecimiento
debido a la estimulaciéon ovarica controlada utilizada en
estos tratamientos, pero que su medicion en liquido foli-
cular no aporta ningln valor sobreanadido a su medicion en
suero como marcador predictivo de reserva ovarica.

El analisis realizado para validar la utilizacion de este
reactivo en muestras de liquido folicular demuestra que el
estudio de imprecision intraserial e interserial a distintas
concentraciones se mantuvo inferior al 5% de coeficiente de
variacion propuesto para estas técnicas inmunologicas, se
obtuvo una linealidad satisfactoria entre los valores teoricos
y los obtenidos experimentalmente (pendiente: 0,998, orde-
nada: 0,016 y r=0,999) y las concentraciones observadas
en este tipo de espécimen presentan una buena correlacion
con las detectadas en suero de las mismas pacientes, con
un valor r=0,785 vy, por tanto, como reflejan otros estudios
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Tabla 5 Estadisticos descriptivos de la poblacion de estudio segln la respuesta ovarica obtenida

Respuesta variables Baja media & DS Moderada media + DS Alta media £ DS

Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR)
Edad 36+3 34+3 31+2

36 (33-39) 36 (32-37) 34 (32-34)
IMC 28+5 24+3 23+3

27(24-33) 23 (21-25) 23 (18-24)
Ovocitos recuperados 2+1 9+5 16+3

2(1-4) 9 (6-10) 14 (13-21)
FSH basal 8,4+1,3 7,9+2,6 6,2+2,3

8,9(7,3-9) 7,9 (5,7-9) 6,4 (4,6-8)
Estradiol basal 58,8 +27,2 64,0+21,1 39,4+17,6

57 (34-70) 41 (27-67) 45 (21-48)
AMH suero 1,2+0,7 2,1+1,3 5,7+2,3

1,6 (1,1-2,8) 2,2 (1,2-2,3) 4,2 (2,3-7,9)
AMH FF 1,1+0,8 2,4+1,2 6,4+3,6

0,99(0,7-2,8) 2,2 (1,4-3,2) 4,1 (2,4-11,7)

AMH: hormona antimulleriana; DS: desviacion tipica; FF: liquido folicular; FSH: hormona foliculo estimulante; IQR: rango intercuartilico;
IMC: indice de masa corporal.
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Figura 4 Niveles de FSH, estradiol y AMH segun recuperacion ovarica.

Tabla 6 Niveles cut-off de AMH en suero y en liquido folicular para la deteccion de bajas respondedoras

AMH ROC Sensibilidad (%) Especificidad (%) Cut-off (ng/ml) p
Suero 0,84 82% 79% 0,83 <0,01
FF 0,82 80% 77% 0,81 <0,01

AMH: hormona antimulleriana; FF: liquido folicular; valor p: significacion estadistica.
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Figura5 Curva ROC en bajas respondedoras.

previos, sus valores en este espécimen podrian ser utiles
como marcadores predictivos de reserva ovarica y recupe-
racion ovocitaria tras ciclo FIV/ICSI (Fanchin et al., 2007).

Desde hace décadas se conoce la importancia de rea-
lizar una correcta valoracion de la reserva ovarica de las
mujeres que van a ser candidatas a someterse a técnicas
de reproduccion asistida avanzada (FIV/ICSI), ya que en
gran medida es un punto crucial como factor pronostico de
éxito reproductivo. Clasicamente el RFA en el dia 3 del ciclo
ovarico se ha considerado como la prueba gold standard,
aunque posteriormente se han ido utilizando otros marca-
dores demograficos como la edad, marcadores bioquimicos
como la FSH y el estradiol sérico medido en condiciones
basales o mas recientemente la HAM en sangre. Nuestro
estudio confirma, al igual que otras publicaciones previas,
la buena correlacion existente entre el RFA y los valores de
HAM sérica (Franchin et al., 2003; Feyerreisen et al., 2006),
detectando que es alin mejor si dicha medicion se realiza en
las muestras foliculares (0,69 vs 0,83), mientras que para la
FSH en suero detecta una correlacion negativa, es decir, a
mayores valores de FSH peor reserva ovarica, pero con un
valor de correlacion r mucho mas débil (-0,31), llegando
por tanto a la conclusion que de la determinacion de HAM
es actualmente el mejor marcador disponible para valorar la
reserva ovarica femenina (Kunt et al., 2011). Si ademas eva-
luamos el comportamiento de dichos marcadores en relacion
con la recuperacion ovarica observamos valores de correla-
cion buenos, tanto para el RFA como para la HAM sérica y
para la HAM folicular, siendo también mayor en este Gltimo
caso (0,755, 0.62 vs 0,87). Para la FSH dicha asociacion es
muy pobre, incluso mas débil que cuando se relaciona con
el RFA (-0,19). Por tanto también confirmamos su utilidad
como predictor de respuesta cuantitativa en ciclos FIV/ICSI,
como ya se ha descrito en otros estudios previos (Tolikas
et al., 2011; Nelson et al., 2015).

Por otra parte es conocido que la respuesta ovarica a la
estimulacion esta influenciada por otros factores como la
edad, el peso, el habito tabaquico, etc. (Wright et al., 2006;
Waylen et al., 2009; Fedorcsak et al., 2004; Lintsen et al.,
2005). En nuestro estudio se evidencia el aumento en la edad
y en el IMC de aquellas mujeres catalogadas como bajas res-
pondedoras, ademas de presentar unos puntos de corte de
FSH y estradiol séricos mas altos y de HAM tanto en sangre
como en liquido folicular mas bajos, reflejo de la presencia
de baja reserva ovarica. Todos ellos presentan significacion
estadistica excepto para el estradiol sérico. También hay
que destacar los puntos de corte de HAM detectadas en

el grupo de altas respondedoras, con valores medios de
5,7 vs 6,4 en sangre y liquido folicular respectivamente,
corroborando como se recogen en diversas publicaciones
su indicacion de medicion en mujeres altas respondedoras
para conocer el riesgo a priori de desarrollar sindrome de
hiperestimulacion ovarica, una de las complicaciones mas
temidas en reproduccion asistida (Lee et al., 2008).

Otro punto critico actualmente en la medicina repro-
ductiva es la deteccion de mujeres con baja capacidad de
respuesta ovarica tras la administracion de gonadotropinas
exogenas. Estas constituyen un grupo especial a tener en
cuenta, con peor prondstico reproductivo y con necesidad
en muchas ocasiones de recurrir a otras técnicas de repro-
ducciéon como la ovodonacion para conseguir un embarazo
clinico. La definicion de «pobre respuesta» es un item con-
trovertido, adquiriendo la HAM un papel importante en este
sentido, ya que existen multiples investigaciones que han
observado su mas que aceptable sensibilidad y especifici-
dad como marcador para la deteccion de dichas pacientes
con mala respuesta (Tarlatzis et al., 2003; Salmassi et al.,
2015; Honnma et al., 2012). Nuestro estudio presenta un
punto de corte de HAM en suero y liquido folicular dentro
del rango propuesto por la Sociedad Europea de Reproduc-
cion Humana y Embriologia (0,5-1,1 ng/ml)(Ferraretti et al.,
2011). Asi, para un punto de corte de 0,83 ng/ml en suero y
0,81 ng/ml en liquido folicular la sensibilidad observada es
de un 82% vs 80% y la especificidad de un 79% vs 77% (area
bajo la curva de 0,84 vs 0,82). En definitiva podemos afirmar
que, utilizando estos valores como puntos de corte, pode-
mos predecir aquellas pacientes que van a presentar una
mala respuesta a la estimulacion, anticiparnos en el diag-
nostico y mejorar la eficiencia de nuestra practica clinica,
disminuyendo el gasto en la medicacion, el estrés emocional
de la paciente y el niUmero de ciclos de estimulacion ovarica
cancelados. La HAM se considera el mejor marcador bioqui-
mico de reserva ovarica y el mejor predictor de respuesta
tras dicha estimulacion (Cupisti et al., 2012).

Conclusiones

La HAM es un parametro bioquimico que presenta alta
sensibilidad y especificidad como marcador predictivo de
respuesta a la estimulacion ovarica, sin que existan dife-
rencias significativas cuando dicha medicion se realiza en
muestras de liquido folicular. Su determinacion es una herra-
mienta Util para valorar la reserva ovarica de la mujer,
detectar aquellas con bajas expectativas de respuesta o
con riesgo de sindrome de hiperestimulacion ovarica, siem-
pre que se utilicen unos puntos de corte adecuados al tipo
de muestra analizada (suero o liquido folicular) y acorde a
nuestra poblacion de estudio, pero sin que la medicion en
muestras de liquido folicular aporte un valor sobreanadido
a la medicion sérica.

Los estudios existentes sobre la utilidad real de las con-
centraciones de HAM en liquido folicular son muy limitados.
En este sentido, se nos abre un amplio campo de investi-
gacion, valorando si la medicién en este espécimen seria
atil en medicina reproductiva como marcador predictivo de
madurez ovocitaria, calidad embrionaria, éxito reproduc-
tivo, complicaciones durante el embarazo, etc.

Por otro lado, queda demostrada la validacion clinica del
reactivo HAM de Roche Diagnostics para la medicion de este
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analito en muestras de liquido folicular, con un estudio de
imprecision, linealidad y coeficiente de correlacion mas que
aceptable con respecto a los niveles de HAM en sangre.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores decla-
ran que los procedimientos seguidos se conformaron a las
normas éticas del comité de experimentacion humana res-
ponsable y de acuerdo con la Asociacion Médica Mundial y
la Declaracion de Helsinki.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
han seguido los protocolos de su centro de trabajo sobre
la publicacion de datos de pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los
autores han obtenido el consentimiento informado de los
pacientes y/o sujetos referidos en el articulo. Este docu-
mento obra en poder del autor de correspondencia.
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